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研究成果の概要（和文）： 
一連の研究から、強い音条件刺激(CS)を用いた場合、マウスの瞬目反射条件づけには、小脳に
加え扁桃体が重要であることが示された。さらに、瞬目反射条件づけにおいて２種類の音 CS
（1kHz, 10kHz）を用いて小脳核を損傷したマウスに音周波数弁別課題を行ったところ、この課
題に障害を持つことが示された。小脳は単純な瞬目反射条件づけではなく、より複雑な認知機
能を必要とする弁別課題に関与することが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Amygdala is critical for eyeblink conditioning in mice when the salient conditioned 
stimulus (CS) was used. Furthermore, we conducted the tone frequency discrimination 
task using deep cerebellar nuclei (DCN) lesioned mice. DCN lesioned mice could not 
acquire the discrimination task, and the results indicate that cerebellum is critically 
involved in the complicated cognitive task in eyeblink conditioning.   
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１．研究開始当初の背景 
 
瞬目反射条件づけは、個体の記憶・学習の
過程を調べるための優れた実験モデルであ
り、ウサギを用いた研究で小脳回路の重要
性が指摘されてきた(Thompson,2005)。しか
し、様々な遺伝子欠損マウスの解析の基礎
となる“マウス”の神経回路は不明である。
また最近、この条件づけにおいて、小脳
以外の脳部位の関与が報告されている
(Nilaweera,et al.2006; Lee & Kim, 
2004)。 
 瞬目反射条件づけに関わる分子機構を
解明するためには、それを担う神経回路
を同定する必要がある。近年の遺伝子組
み換えマウスの作出により、瞬目反射条
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件づけに関わる分子機構を調べることが可
能になった。しかしマウスの瞬目反射条件
づけの神経回路を詳細に調べた研究は少な
く、本申請で解析するマウスの小脳核、赤
核、扁桃体がこの条件づけに果たす役割は
これまでに調べられてこなかった。 
そこで、本研究では、行動学的・薬理学的・
分子生物学的手法を融合して用い、マウス瞬
目反射 Delay 条件づけに関与する神経回路、
脳部位を包括的に解明する。申請者がこれま
でに明らかにしてきた小脳核の役割
（sakamoto & Endo,2008）に加え、小脳皮質
唯一の出力部位であるプルキンエ細胞が瞬
目反射条件づけに果たす役割を検討する。ま
た小脳以外の脳部位として、赤核、扁桃体の
役割を明らかにする。 
 
 
２．研究の目的 
 
(1)扁桃体が瞬目反射条件づけに果たす役
割 
 ラットの瞬目反射条件づけの学習過程
は２段階に分かれており、訓練の前半では
扁桃体が、訓練の後半では小脳が重要な役
割を持つ (Lee & Kim, 2004)。扁桃体は、
ラットやマウスの瞬目反射条件づけでは、
US(無条件刺激)として侵襲刺激である電
気ショックを用いることから、この学習に
扁桃体が関与している可能性が高い。本研
究では、マウスの瞬目反射条件づけの獲得
と保持に扁桃体が果たす役割を明らかに
する。 
 
(2)小脳が瞬目反射条件づけに果たす役割 
 瞬目反射 Delay条件づけにおいて、小脳皮
質と小脳核が担う役割は明らかにされてい
ない。本研究では、プルキンエ細胞を特異的
に欠損させた条件的遺伝子欠損マウスと小
脳核を電気的、薬理学的に損傷したマウスを
用いて、小脳皮質と小脳核が瞬目反射条件づ
けに果たす役割を明らかする。 
 
(3)赤核が瞬目反射条件づけに果たす役割 
 赤核は小脳から顔面神経に至る中継地
点 で 、 瞬 目 反 射 条 件 づ け の 表 出
(expression) を 担 う 脳 部 位 で あ る 
(Krupa,et al.1993)。また大脳皮質運動野
からの出力も赤核を経由する。最近、ウサ
ギを用いた研究で、小脳核と赤核の中継地
点である小脳脚が瞬目反射条件づけの獲
得や保持に重要であることが報告されて
いる(Nilaweera,et al.2006)。本研究では、
小脳-小脳脚-赤核経路に着目し、マウスの
瞬目反射条件づけの獲得と保持に赤核が
果たす役割を明らかにする。 
 
(4) 小脳が瞬目反射条件づけの音周波数
弁別課題に果たす役割 
小脳核を電気的に損傷したマウスを用
いて、1 kHzの条件刺激(CS)には無条件刺激
である電気ショック（US）を提示し、10 kHz
のCSに対しては（US）を提示しない条件の
瞬目条件づけの音弁別パラダイムを実施す
る。これまでの研究で、それぞれのCSに対
して、小脳核を損傷したマウスは瞬目反射
条件づけを獲得することが明らかになって
いる。本研究では、小脳の果たす高次認知
機能の役割を明らかにする。 
 
(5)神経軸索形成に関与する新奇なタンパ
ク質 Draxinの行動学的役割を明らかにす
るために、遺伝子欠損マウスに行動テスト
バッテリーを行った。本研究では、活動性、
情動性、社会性、記憶学習機能に関わる
Draxinの役割を検討する。 
 
３．研究の方法 
 
（瞬目反射の基本的な実験手続き）条件
刺激(CS)に音(10Khz,70dB,600ms)を用
い、無条件刺激(US)には電気ショック
(100Hz, 100ms)を用い、装置馴致の後、
１日 50試行の瞬目反射条件づけを 7-10
日間実施した。 
 
(1)扁桃体が瞬目反射条件づけに果たす
役割 
 
 マウスの扁桃体に GABAA アゴニスト
Muscimolを投与し、瞬目反射条件づけを
実施した。また、扁桃体を電気的に損傷
したマウスを用いて、同様の瞬目反射条
件づけを実施した。 
 
(2)小脳が瞬目反射条件づけに果たす役
割 
本研究で用いるマウスでは、脂質合成酵
素である sptlc2 が、生後 2 週齢からプ
ルキンエ細胞特異的に欠損していく。本
研究では、このプルキンエ細胞特異的
sptlc2 欠損マウスに瞬目反射条件づけ
を実施した。さらに、小脳核を電気的に
損傷したマウス、小脳核に Muscimol を
投与したマウスを用いて、瞬目反射条件
づけを実施した。 
 
(3)赤核が瞬目反射条件づけに果たす役
割 
マウスの赤核に Muscimol投与し、瞬目反
射条件づけを実施した。訓練経験のないマ
ウスに薬物を投与して、課題の獲得を調べ
る獲得実験と、訓練後のマウスに薬物を
投与して課題の保持を調べる保持実験を
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行った。 
 
(4) 小脳が瞬目反射条件づけの音周波数弁
別課題に果たす役割 
小脳核を電気的に損傷したマウスを用いて、
瞬目反射条件づけの音弁別課題を実施した。
異なる周波数の条件刺激を２種類（1kHz, 
10kHz）用いて、どちらかの CSが無条件刺激
(US)である電気ショックと対提示された。小
脳が、この２つの CSを用いた弁別課題に関
与するか否かが調べられた。 
 
(5) Draxin遺伝子欠損マウスの行動解析 
Draxin欠損マウスは、海馬および脳梁に障害
を持つことが知られており、そのマウスの行
動解析を行った。オープンフィールドテスト、
明暗箱往来テスト、Y迷路テスト、社会的認
知テスト、恐怖条件づけを実施し、Draxinの
欠損が、活動性、情動性、社会認知、記憶学
習の機能に果たす役割を検討した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１） 扁桃体の役割 
扁桃体を損傷したマウスは、訓練を 20日間
行ったにも関わらず、瞬目反射条件づけを
獲得できなかった。さらに、扁桃体に
Muscimol を投与したマウスも、同様にこの
条件づけの獲得及び遂行に障害を示した。
これらの結果から、強い CSを用いた時、マ
ウス瞬目反射条件づけに、扁桃体は重要な
役割を持つことが示された。 
 
（２） 小脳の役割 
プルキンエ細胞欠損マウスは、条件づけの
前半では、課題の獲得に障害を示したが、
訓練後半では、この課題を獲得した。小脳
核に Muscimolを投与したマウスも、同様に、
訓練後半ではこの課題を獲得した。小脳核
を電気的に損傷したマウスは、訓練の前半
から、擬似手術群と同様にこの課題を習得
した。これらの結果から、強い CSを用いた
時、小脳はそれほど需要な役割をもたない
ことが示された。 
 
（３）赤核の役割 
赤核に Muscimol を投与したマウスは、課
題の獲得に障害を示さなかったが、課題の
遂行に障害を示した。これらの結果は、 
赤核が課題の学習ではなく遂行に重要な
役割を持つ事を示しており、ウサギで示さ
れてきた従来からの研究と一致するもの
である。 
 
（４） 音周波数弁別課題における小脳核
の役割 
強い CSを２種類（1kHz, 10kHz）用いて、
従来の瞬目反射条件づけを行ったところ、
小脳損傷マウスはその課題を遂行できた。
しかし、一方の CSだけ無条件刺激（US）
を提示する弁別課題では、小脳損傷マウ
スはCS+だけでなくCS-にも瞬目反応を示
し、この課題を遂行できなかった。この
結果より、小脳は瞬目反射条件づけにお
いてより複雑な認知機能を必要とする課
題に関与することが示された。 
 
（５） Draxin欠損マウスの行動解析 
Draxin遺伝子欠損マウスの行動解析を実
施したところ、欠損マウスは、オープンフ
ィールドテスト、明暗箱往来テスト、Y迷
路テスト、社会的認知テスト、恐怖条件づ
けテストにおいて、野生型マウスと異なる
表現型を示した。これらの結果よりDraxin
の欠損は、活動性、情動・社会性、学習・
記憶機能に障害を示すことが明らかとな
った。 
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